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correlation between the level of heterosis manifestation and the quantity of polysomes in 
Шё total ribosomal preparation, the functional activity of polysomes and aminoacyl>ation 
of tRNA in vitro is established in the hybrid generation of plants. 
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РЕПЛИКАЦИЯ В ПРОТОПЛАСТАХ ТАБАКА 
РЕКОМБИНАНТНОЙ ДНК 
В. А. Кордюм, В. А. Труханов, Е. К. Топорова, В. Н. Шульженко, 
Т. Н. Чеченева 
Введение. На фоне впечатляющих достижений генной инженерии микроорганизмов ис-
следования по переносу генетической информации у растений находятся еще на на-
чальных этапах. Одним из важнейших и наиболее сложных моментов этой работы яв-
ляется создание векторов для высших растений. 
По механизму действия векторы для растений, как и векторы для всех других био-
логических объектов, могут быть либо интегративными, либо репликативными. К ин-
тегративным векторам принадлежат Ті- и Ri-плазмиды и их искусственно полученные 
производные [1—5]. Прообразом репликативных векторов могут служить Д Н К вируса 
мозаики цветной капусты [6—8] и ДНК-копии некоторых РНК-содержащих вирусов 
растений [8—10]. Как и любой другой вектор, вектор для растений может быть успеш-
но использован, если удается просто и быстро осуществить его наработку в препара-
тивных количествах и стабильно поддерживать в хорошо изученных и просто культи-
вируемых клетках, чаще всего бактериальных. Этот вектор должен иметь также удоб-
ные маркеры, содержать уникальные сайты рестрикции и т. п. Но возможны и иные 
варианты. Например, 77-плазмида несет природно существующий репликон, обеспечи-
вающий ее стабильное функционирование в клетках Agrobacteriuni tumifaciens, однако 
она не многокопийна и не обладает хорошо изученными маркерами. Работать с ней 
общепринятыми методами невозможно. Поэтому наработка, амплификация, селекция и 
введение в нее заданных фрагментов Д Н К обеспечиваются особыми премежуточными 
векторами. У репликативных векторов для высших эукариот обычно вводятся дополни-
тельные последовательности, например репликона ColEl, маркерные гены и т. д. 
В статье приводятся результаты изучения репликации в протопластах табака со-
зданного авторами репликативного вектора, являющегося комбинацией известных ра-
нее векторов и элементов генома высших растений (молекулярная масса 4,6· 106). 
БИОПОЛИМЕРЫ И КЛЕТКА,— 1987.—т. 3, № 3 145 
Материалы и методы. Эксперименты проведены на мезофильных протопластах, по-
лученных из диплоидов табака сорта Самсун в асептических условиях. Д л я получения 
протопластов участки молодых листьев со снятым эпидермисом инкубировали в фер-
ментной смеси, состоящей из 0,075 % целлюлозы R-10 и 0,1 % мацерозима R-10, в те-
чение 14—16 ч при 24—26 °С. Отмывку протопластов от ферментной смеси, последую-
щие манипуляции и культивирование проводили, используя среду Нагата — Такебе с 
модификациями: удаление ΚΝ0 3 , уменьшение содержания Ν Η 4 Ν 0 3 до 200 мг/л и ман-
Рис. 1. Электрофореграммы Д Н К лизата протопластов и рекомбипаптпых плазмид: 
а — лизат протопластов с Д Н К вектора (5 мкг /мл) ; б — лизат контрольных протопла-
стов; в, г — плазмидиые Д Н К 
Fig. 1. Elec t rophoregrams of DNA irom protoplast lysate and recombinant plasmids: a — 
protoplas t lysate with vector DNA introduced (5 μ g / m l ) ; б — l y s a t e of control proto-
plasts; в, г — plasmid DNAs 
Рис. 2. Электрофореграммы Д Н К лизата протопластов и рекомбипаптпых плазмид: 
а — лизат протопластов с включенной Д Н К вектора (5 мкг/мл) и меткой; б — и л а з -
мидная Д Н К с добавлением метки; в — лизат протопластов с включенной Д Н К плаз-
миды pBR322 и меткой; г — лизат протопластов с включенной Д Н К вектора (50 мкг/мл) 
и меткой; д, е — лизаты протопластов с включенной Д Н К вектора и меткой, вне-
сенной перед лизисом; ж — лизат протопластов с меткой и плазмндиой Д Н К , внесенной 
перед лизисом; з — лизат протопластов с меткой 
Fig. 2. Elec t rophoregrams of DNA from protoplast lysate and recombinant plasmids: 
a — protoplas t lysate preincubated with vector DNA (5 μ^ / ι π ί ) and labelled precursor; 
б — p l a s m i d DNA with addit ion of label; в — protoplast lysate preincubated with plas-
mid pBR322 DNA and labelled precursor; г — protoplast lysate preincubated with vector 
DNA (50 μ g / m l ) and labelled precursor; д, e — protoplast lysate with vector DNA intro-
duced, labell ing was prior to lysis; ж — lysate of protoplas ts preincubated with labelled 
precursor, plasmid DNA introduced prior to lysis; з — lysate of protoplas ts preincubated 
with labelled precursor 
Рис. 3. Авторадиограммы Д Н К лизата протопластов и рекомбипаптпых плазмид, раз-
деленных электрофорезом в агарозном геле: а — лизат протопластов с включенной 
Д Н К вектора (5 мкг/мл) и меткой; б — плазмидная Д Н К с добавлением метки; в — 
лизат протопластов с включенной Д Н К плазмиды pBR322 и меткой; г — лизат прото-
пластов с включенной Д Н К вектора (50 мкг/мл) и меткой; д, е — лизаты протопластов 
с включенной Д Н К вектора и меткой, внесенной перед лизисом; ж — лизат протоплас-
тов с меткой и плазмидной Д Н К , внесенной перед лизисом; з — лизат протопластов с 
меткой 
Fig. 3. Autorad iograms of DNA from protoplasts lysate and recombinant plasmids sepa-
rated in agarose gel: a — p r o t o p l a s t lysate preincubated with vector DNA (5 μ^ / ι π ί ) and 
labelled precursor; б — plasmid DNA with addition of label; в — protoplast lysate prein-
cubated with plasmid pBR322 DNA and labelled precursor; г — protoplast lysate prein-
cubated with vector DNA (50 μ ^ / m l ) and labelled precursor; д, e — protoplast lysate 
with vector DNA introduced, labell ing was prior to lysis; ж — lysate of protoplasts pre-
incubated with labelled precursor, plasmid DNA introduced prior to lysis; з — lysate of 
protoplas ts preincubated with labelled precursor 
нитола до концентрации 0,4 Μ [11 — 13], увеличение содержания БАП до 1,5 мг/л . 
Из среды полностью исключали неорганический фосфор ( К Н 2 Р 0 4 ) . 
Д л я стабилизации протопластов обеспечивали изоосмотическис условия па всех 
этапах работы. После окончания экспозиции протопласты разрушали лизисом, для чего 
в инкубационную среду добавляли SDS до конечной концентрации 1 % и в течение 
2 мин встряхивали па вибрационном миксере. Электрофорез (напряженность 2,5 В/см, 
сила тока 1 мА на трубочку) проводили в течение 18—19 ч в 0,9 %-м агарозном геле, 
приготовленном на трис-ацетатном буфере (рН 8,0) при температуре окружающей сре-
ды. Авторадиографию вели стандартным контактным методом с использованием плен-
ки РМ-1. 
Возможность загрязнения исследуемого материала коптамиипрующей микрофло-
рой исключалась специальной обработкой протопластов [14] и соответствующими копт-
рольными высевами н а питательные среды на всех этапах работы. 
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Результаты и обсуждение. При наработке вектора по методу [15] в Ε. coli выход 
плазмидной ДНК составлял 400—500 мкг из 1 л бактериальной культуры. Некоторые 
модификации разработанной ранее [13] методики обеспечивали введение плазмидной 
ДНК в протопласты в большом количестве. 
Критерием прохождения в протопластах репликации внесенного вектора счита-
лось включение в него меченных по фосфору предшественников биосинтеза нуклеино-
вых кислот. 
К протопластам добавляли очищенную немеченую ДНК вектора и создавали ус-
ловия, обеспечивающие начало ее вхождения в протопласты (длительность экспози-
ции— 4—5 ч). После внесения меченого предшественника инкубация продолжалась 
еще 21—22 ч в темноте при 24—26 °С. Затем пробы разбавляли изотонической средой в 
11 раз. Протопласты осаждали центрифугированием в течение 3 мин при скорости 
700 об/мин и рссуспендировали в изотонической среде для оценки жизнеспособности, 
в лизирующей — для их разрушения. 
Лизат протопластов без предварительного осветления наносили на гели для элект-
рофореза: на каждую дорожку плоского геля — 50 мкл лизата, на каждую трубочку с 
гелем — 100 мкл лизата, содержащего вдвое больше исследуемого материала. После 
окончания электрофореза гели окрашивали бромистым этидием и фотографировали в 
ультрафиолете для получения общей картины распределения ДНК-содержащего ма-
териала, а затем сушили и ставили на авторадиографию. 
В ряде независимых экспериментов и разных повторах одного опыта применяли 
различные условия электрофореза и экспозиции при авторадиографии, чтобы не про-
изошло случайного совмещения ДНК-содержащего материала собственно клеточного и 
векторного происхождений. 
Для исключения имитации включения метки в результате адсорбционных процес-
сов, протекающих в такой сложной многокомпонентной системе, как клеточные лизаты, 
были поставлены специальные контрольные опыты: 
1) добавление к протопластам метки в те же сроки, что в опыте, но при отсутст-
вии вектора (рис. 2, з; 3, з); 
2) добавление к протопластам метки по аналогии с опытом, но при введении век-
тора непосредственно перед разрушением протопластов (рис. 2, ж\ 3, ж); 
3) добавление к протопластам вектора в те же сроки, что в опыте, но при внесе-
нии метки непосредственно перед лизисом протопластов (рис. 2, д, е; 3, д, е). 
Одновременно с этими вариантами осуществлен дополнительный контроль, в ко-
тором вместо изучаемого экспериментального вектора использовали хорошо известную 
рекомбинантную плазмиду pBR322 (рис. 2, в; 3, в). 
На рис. 1—3 представлены фотографии окрашенных гелей и их авторадиограммы, 
полученные в опытах с варьированием некоторых параметров. На рис. 1 приведены 
электрофореграммы лизата протопластов и различных рекомбинантных молекул, ис-
пользованных одновременно в одном опыте без внесения метки. На рис. 2 и 3 — фото-
графии гелей, полученных в опыте с использованием той же партии протопластов и тех 
же рекомбинантных плазмид, но с добавлением меченого предшественника Д Н К . 
На рис. 2 даны изображения гелей до высушивания, на рис. 3 —• авторадиограммы вы-
сушенных гелей. В результате высушивания происходит определенная деформация ге-
лей, что ведет к некоторому смещению полос. Следует учитывать, что в процессе окра-
шивания и промывки гелей частицы разрушенных протопластов, включившие метку и 
не вошедшие в гель из-за своих крупных по сравнению с порами геля размеров, могут 
смываться, в результате чего торцы авторадиограм<м могут иметь разную светимость. 
Ранее было установлено [13, 16], что при введении в протопласты плазмидной 
Д Н К в один протопласт может включаться до 106 молекул ДНК. Такое высокое чис-
ло проникающих в протопласт молекул вектора может вызвать ослабление их репли-
кации. Действительно, добавление к инкубационной смеси вектора в количестве, в 10 
раз меньшем чем обычно, резко повышало уровень включения метки (рис. 2, а\ 3, а ) . 
На фотографии видны две полосы, соответствующие двум верхним полосам на рис. 1, а 
и 1, г. 
Большое количество полос в исходном препарате вектора можно объяснить его 
некоторой нестабильностью в Е. coli, в результате чего образуются производные, да-
ющие дополнительные полосы. Ни в одном из контрольных вариантов не обнаружено 
достаточно ярких полос, которые могли бы поставить под сомнение репликацию 
вектора. 
Таким образом, показано, что в протопластах табака имеет место репликация 
экспериментально созданного вектора для растительных объектов. Полученные данные 
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пока не дают возможности определить копийность рекомбинантной молекулы в расти-
тельных объектах, на уровне которой она способна обеспечить свое воспроизведение. 
Однако соразмерность плотности засветки на авторадиограммах от вектора и внесен-
ного суммарного лизата клеток, не вошедшего в гель, свидетельствует о высокой ин-
тенсивности репликации рекомбинантных молекул. 
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